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植物体内では、アンモニウムは、主にグルタミン合成酵素 (GS または GLN) とグル
タミン酸合成酵素 (GOGAT) の共役酵素反応 (GS/GOGATサイクル) により、グルタミ
ンやグルタミン酸へ初期同化される。植物には、サイトゾル型 GS1 (GLN1) とプラスチ








シロイヌナズナのゲノムには、6 種類の GS 分子種 (GLN1;1-GLN1;5, GLN2) と 3 種
類の GOGAT分子種 (NADH-GOGAT, Fd-GOGAT1, Fd-GOGAT2) がコードされている。
緑葉の葉緑体に多量に蓄積する GLN2と Fd-GOGAT1は、主に光呼吸系由来のアンモニ
ウムの再同化を担う。一方、根で主に発現する 4種類の GS1 (GLN1;1, GLN1;2, GLN1;3,
GLN1;4) と 2種類の GOGAT (NADH-GOGAT, Fd-GOGAT2) は、光呼吸系以外でのアン
モニウム同化に重要と考えられている。これら 4種類の GLN1のリコンビナントタンパ
ク質は、異なる酵素学的特性を示す。アンモニウムに対する基質親和性は、GLN1;1 と
GLN1;4で高く、GLN1;2と GLN1;3で低い (Ishiyama et al., 2004)。最大酵素反応速度は、
相対的に、GLN1;1で低く、GLN1;2と GLN1;4では中程度、GLN1;3では高い (Ishiyama
et al., 2004)。また、これら GLN1遺伝子のアンモニウム供与に応じた発現応答性も異な
る。アンモニウム濃度の増大にともなって GLN1;2の発現は大きく促進されるが、他の
GLN1の発現は低下する (Ishiyama et al., 2004)。以上の知見は、シロイヌナズナが、根の

















現の応答性を解析した。窒素欠乏条件のシロイヌナズナ根に 10 mM の NH4Cl または
KNO3を単独の窒素源として与え、GLN1 及び GOGAT の遺伝子発現量を経時的に定量
した。アンモニウム供与は、根の GLN1;2と NADH-GOGATの転写産物量を著しく増加
させたが、他の GLN1遺伝子や Fd-GOGAT2遺伝子の転写産物量はあまり変化しなかっ
た (Fig. 1)。硝酸供与は GLN1 と GOGAT の遺伝子の転写産物量にほとんど影響しなか
ったことから (データ未掲載)、GLN1;2と NADH-GOGATはアンモニウム特異的に発現
誘導を受けることが明らかにされた。次に、逆遺伝学的解析のため、T-DNA挿入による
nadh-gogat遺伝子破壊変異体を 2系統単離した (Fig. 2)。まず、GOGATの基質であるグ
ルタミンと生成物であるグルタミン酸の含量を比較することにより、NADH-GOGATの
欠損がグルタミン酸合成に与える効果を評価した。単独の窒素源として 10 mM NH4Cl







0.5, 1, 5 mM アンモニウムまたは 0.5, 10 mM硝酸を窒素源として栽培し、地上部の乾燥
重量を比較した。nadh-gogat変異体の乾燥重量は、高濃度 (5 mM) のアンモニウムを供
与した栽培条件で野生型より有意に減少した (Fig. 4)。硝酸や低濃度 (0.5, 1 mM) のア


























アンモニウム濃度に応じた GLN 遺伝子の発現パターンを知るために、3 種類のアン
モニウム条件 (0.1, 1, 3 mM) で地上部と根の GLN遺伝子の転写産物量を比較した。根
では、GLN1;2 がどのアンモニウム条件でも高発現したが、他の GLN1 遺伝子の発現量
は 0.1 mMアンモニウムで最も高く、アンモニウム濃度の上昇に伴い減少した (Fig. 6)。
その結果、3 mM アンモニウムでは、根の全 GS 発現量に占める GLN1;2 発現量が相対
的に増加した。地上部では、GLN2の発現がアンモニウム条件にかかわらず最も高いこ
とやいずれの GLN1 遺伝子の発現量もアンモニウム濃度の上昇に伴い減少することが
わかった (Fig. 6)。 
 
第四章：低親和型 GS1 (GLN1;2と GLN1;3) のアンモニウム濃度に応じた機能分担 
本章の研究では、アンモニウムに対する基質親和性の低い GS1 (GLN1;2 と GLN1;3) 
に着目し、低または高アンモニウム条件における、これら低親和型 GS1 の機能分担を
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解明することを目的とした。T-DNA 挿入による gln1;2 遺伝子破壊変異体 (gln1;2) 2 系
統と gln1;3遺伝子破壊変異体 (gln1;3) 3系統を単離し、さらに変異体同士の人工交配に
より二重変異体 (gln1;2:gln1;3) を作出した (Fig. 7)。低アンモニウム条件 (0.1 mM) と




















GLN1;2 プロモータまたは GN1;3 プロモータと GFP の融合遺伝子を導入したシロイ




た (Fig. 10)。根全体の GLN1;2の発現量は、アンモニウム濃度が上昇しても同程度であ
るものの (Fig. 6)、成熟部の内皮細胞、伸長部の皮層細胞と維管束柔細胞、および根端




















ニウム条件において、GLN1;3 の発現量は GLN1;2 よりもはるかに少ない (Fig. 6) が、








第五章：高親和型 GS1 (GLN1;1と GLN1;4) のアンモニウム濃度に応じた機能分担 
本章の研究では、アンモニウムに対する基質親和性が高い GLN1;1と GLN1;4に着目
し、これらのアンモニウム濃度に応じた機能分担を明らかにすることを目的とした。ま
ず、T-DNAの挿入による gln1;1遺伝子破壊変異体 (gln1;1) 1系統と gln1;4遺伝子破壊
変異体 (gln1;4) 2 系統を単離し、さらに、gln1;1 と gln1;4 を人工交配して二重変異体 
(gln1;1:gln1;4) を作出した。これらの変異体の生育や GS 反応の基質であるアンモニウ
ムと生成物であるグルタミンの濃度を測定したが、野生型と比べて大きな差は見られな
かった (データ未掲載)。この結果は、GLN1;1 と GLN1;4 の欠損の効果が GLN1;2 と
GLN1;3が機能する遺伝背景では顕在化しないことを示唆している。そこで、GLN1;1と
GLN1;2 あるいは GLN1;3 が欠損した二重変異体 (gln1;1:gln1;2, gln1;1:gln1;3) と、
GLN1;1 と GLN1;2 および GLN1;3 がともに欠損した三重変異体(gln1;1:gln1;2:gln1;3) 




低アンモニウム条件では、野生型と比べて、個体の新鮮重量が gln1;2 で 15%、
gln1;1:gln1;2で 50%、tKOで 75%減少した (Fig. 13)。tKOの根では GLN1;4が主に発現
する GLN1 であることから、残りの 25%の生育は GLN1;4 の寄与によると推測できる。
野生型や単変異体および二重変異体ではアンモニウム濃度に大きな違いはなかったが、
tKOでは根と地上部のアンモニウム濃度が著しく上昇した (Fig. 14A)。また、tKOでは、
グルタミン濃度も野生型と比べて著しく上昇した (Fig. 14B)。gln1;1:gln1;2 のグルタミ
ン濃度は野生型よりわずかに高かったが、他の変異体のグルタミンの濃度に大きな違い
はなかった (Fig. 14B)。これらの結果から、低アンモニウム条件では 4種類の GLN1分
子種の機能が部分的に補償作用していることが示唆された。個体の新鮮重量の差からそ
れぞれの GLN1分子種の生育への寄与度を推定すると、GLN1;2 (30%) ≧ GLN1;1 (30%) 
> GLN1;3 (20%) ≧ GLN1;4 (20%) となった。 
高アンモニウム条件では、野生型と比べて、gln1;2で 50%、gln1;1:gln1;2で 75%、tKO
で 85%の個体としての新鮮重量が減少した (Fig. 13B)。このとき、野生型、gln1;2、
gln1;1:gln1;2、tKO の順にアンモニウム含量が増加し、かつ、グルタミン含量が減少し
た (Fig. 14)。これより、GLN1;2を欠損した場合には、GLN1;1や GLN1;3も高アンモニ
ウム条件でのアンモニウム同化に寄与することが明らかになった。各変異体の個体の新
鮮重量の差から、それぞれの GLN1 分子種の生育への寄与度を推定した場合、GLN1;2 
(50%) > GLN1;1 (25%) > GLN1;3 (15%) > GLN1;4 (10%) となり、グルタミン濃度の差か






で観察され (Fig. 15)、根端部を除き、GLN1;2プロモータ活性の発現細胞 (Fig. 10) の多
くと重複していた。低アンモニウム条件での gln1;1 や gln1;2 の各単遺伝子破壊変異体
と野生型の生育差が小さかったことは (Fig. 13B)、GLN1;1 と GLN1;2 が同一の細胞内
で補償作用し合っているためだと考えられる。また、高アンモニウム条件では、GLN1;1
のプロモータ活性は、成熟部と伸長部の表皮細胞と成熟部の皮層細胞および根端部で観
察され (Fig. 15)、根端部を除き、GLN1;2プロモータ活性の発現細胞 (Fig. 10) の多くと
重複していた。高アンモニウム条件において、組織分布が重複する GLN1;1 が GLN1;2
の欠損を完全に補えなかった理由として、GLN1;1 の発現量が GLN1;2 より少ないこと 



































吸収を主に担う高親和型輸送システムと 1 mM 以上のアンモニウム吸収を担う低親和
型輸送システムの 2種類に大別される。低親和型輸送システムの分子実態は未同定であ
るが、高親和型輸送システムの分子実態はアンモニウム輸送担体 1 (AMT1) である。低
アンモニウム条件では、4種類の AMT1分子種 (AMT1;1、AMT1;2、AMT1;3、AMT1;5) 
が、シロイヌナズナ根における高親和性のアンモニウム吸収の 95%程度を担う (Yuan et 
al., 2007)。根における AMT1 (Loqué et al., 2006, Yuan et al., 2007) と GLN1分子種の組織
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分布を比較すると、AMT1と GLN1の組織分布はよく一致した (Fig. 16)。AMT1分子種
のアンモニウム吸収に対する寄与度は、AMT1;1 (30%) = AMT1:3 (30%) ≦ AMT1;2 (20-
30) < AMT1;5 (5%) である (Yuan et al., 2007)。アンモニウム供与により、表層細胞群の
AMT1;1の発現量は減少するが、内鞘細胞の AMT1;1の発現量は変化しない (Loqué et al., 
2006)。至適窒素条件においては、AMT1;1の欠損はアンモニウムの獲得に影響しないこ
とから、内鞘細胞に分布する AMT1;1のアンモニウム吸収への貢献は低いと考えられて
いる (Loqué et al., 2006, Yuan et al., 2007)。これらは、低アンモニウム条件でアンモニウ
ムの主要な吸収組織が表皮と皮層であることを示しており、このことは、表皮細胞と皮
層細胞に分布する GLN1;1と GLN1;2が AMT1によって吸収されたアンモニウムの大部
分を速やかに同化することを示唆している (Fig. 16)。また、内鞘細胞の AMT1;1は、表
皮・皮層細胞群で吸収・同化しきれなかったアンモニウムを輸送し、同細胞の GLN1;3




い低下する (Figs. 10, 15, 16, 17)。過剰なアンモニウムによるストレス環境下で、植物は
一旦吸収したアンモニウムを排出し、アンモニウムによる生育阻害を抑制する機構を有
している (Li et al., 2014)。シロイヌナズナ根の伸長部は、至適アンモニウム条件ではア
ンモニウムの吸収活性を示すが、高アンモニウム条件ではアンモニウムの排出活性が吸




ウム条件では成熟部のみがアンモニウムの吸収活性を示すこと (Li et al., 2010) から、
成熟部がアンモニウム同化の主要部位であると予測される。成熟部においては、表皮に

















































Fig. 1 アンモニウム供与に伴う根の GLN1 遺伝子と GOGAT
遺伝子の発現応答
シロイヌナズナにアンモニウムを単独の窒素源として供与し、
根の GLN1 遺伝子の発現量 (A)、 および GOGAT 遺伝子
発現量 (B) を定量 PCR 法で経時的に定量した。 シロイヌナ
ズナ (Col-0) を 7 mM 硝酸を単独の窒素源とした縦型寒天
培地で播種後 14 日間栽培し、 窒素源を除いた寒天培地で
3 日間窒素飢餓処理をした。 その後、 10 mM アンモニウム
を単独の窒素源とした寒天培地に移し、 0, 3, 6, 9, 12, 24 時
間後の根を解析に供した。 各遺伝子の発現量は、 UBQ2
















































Fig. 2 nadh-gogat 遺伝子破壊変異体の単離
(A) NADH-GOGAT 遺伝子上の T-DNA 挿入部位。 挿入さ
れた T-DNA をホモにもつ変異体を 2 系統選抜し、
nadh-gogat1, nadh-gogat2 と名付けた。 （B, C) 根における 
NADH-GOGAT (B) と Fd-GOGAT2 (C) の遺伝子発現。 Fig. 
1 と同様に栽培し、 窒素飢餓処理を施した。 10 mM アンモ
ニウムを供与 24 時間後の根の各遺伝子の発現量を定量
PCR 法により定量した。 各遺伝子の発現量は、 UBQ2 遺
伝子の発現量で標準化した。 (A) 中の矢印は定量 PCR の
プライマーの結合部位を示す。 平均 ± 標準偏差　(n = 3)
を示す 。 * は、 One-way ANOVA 後に Dunnett 法で野生
型シロイヌナズナと nadh-gogat 変異体を比較したときの有意













































(A) グルタミン濃度、 (B) グルタミン酸濃度。 Fig. 1 と同様
に栽培し、 窒素飢餓処理を施し、 10 mM のアンモニウム
(NH4+) または硝酸 (NO3-) を単独の窒素源とする培地に移植
した。 移植前 (-N) と移植後 24 時間の根と地上部をのグル
タミンとグルタミン酸の含量を超高速液体クロマトグラフィー 
(UPLC) で定量した。平均±標準偏差 (n = 3) を示す。*は、
野生型シロイヌナズナと nadh-gogat 変異体の有意差を示す











































































部の生育 (A, B) と乾燥重量 (C, D)。 寒天培地で前栽培し
た植物体を培養土に移植し、 0.5、 1、 5 mM アンモニウム
または 0.5、 10 mM 硝酸を単独の窒素源として含む栄養液
を供与して 13 日間栽培した。 平均 ± 標準偏差 (n = 3) を
示す 。 * は、 野生型シロイヌナズナと nadh-gogat 変異体















































Fig. 6 アンモニウム濃度に応じた GLN 遺伝子の発現変動
野生型シロイヌナズナを 0.1、 1、 または 3 mM アンモニウム
と 10 μM 硝酸を窒素源として播種後 6 週間水耕栽培し、 地
上部と根の GLN 遺伝子発現量を定量 PCR 法で定量した。
各 GLN 遺伝子の発現量は、 UBQ2 遺伝子の発現量で標
準化した。 平均 ± 標準偏差 (n = 4) を示す。 遺伝子ごとに
発現量を比較し、 有意差検定を行った  (One-way ANOVA, 
Bonferroni, P < 0.05)。
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野生型シロイヌナズナ (Col-0) の生育 (A)、 地上部と根の乾
燥重量 (B) 。 さまざまな濃度 (0.1, 0.3, 1, 2, 3, 5, 10 mM) の
アンモニウムと 10 μM 硝酸を窒素源とし、 播種後 6 週間水
耕栽培した。 平均 ± 標準偏差 (n = 4) を示す。 アンモニウ
ム濃度ごとの地上部または根の乾燥重量を比較し、
One-way ANOVA 後に Bonferroni 法による有意差検定を
行った (P < 0.05)。
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Fig. 7 gln1;2, gln1;3 単変異体と
gln1;2:gln1;3 二重変異体の単離
(A) GLN1;2 遺伝子への T-DNA 挿入部位。 (B) GLN1;3 遺
伝子への T-DNA 挿入部位。 挿入された T-DNA をホモに
もつ 2 系統の gln1;2 単変異体を gln1;2-1, gln1;2-2、 3 系
統の gln1;3 単変異体を gln1;3-1, gln1;3-2, gln1;3-3 と名付
けた。 (C, D) GLN1;2, GLN1;3 遺伝子の発現。 幼植物全
体を用いて RT-PCR 解析をした。 野生型シロイヌナズナ 
(Col-0)  と単変異体の遺伝子発現解析 (C)、 二重変異体の
RT-PCR 法による遺伝子発現解析 (D)。 二重変異体は























































Fig. 8 低または高アンモニウム条件における GLN1;2 と
GLN1;3 の遺伝子破壊の生育に対する効果
(A) アンモニウムを主要な窒素源としたときの野生型と変異
体の生育、 および (B) 根と地上部の新鮮重量。 低濃度 
(0.1 mM) または高濃度 (3 mM) のアンモニウムを主要な窒
素源とし、 野生型 (Col-0), gln1;2-1, gln1;2-2, gln1;3-1, 
gln1;3-2, gln1;3-3, および gln1;2:gln1;3 を 6 週間水耕栽培
した。 平均 ± 標準偏差 (n = 6) を示す。 アンモニウム濃度
ごとに野生型と変異体を比較し、 有意差検定を行った
(One-way ANOVA, Bonferroni, P < 0.05)。
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Fig.10 低または高アンモニウム条件における根の GLN1;2 と GLN1;3の組織分布
GLN1;2プロモータ ::GFP (A, C, E, G, I, K) または GLN1;3プロモータ ::GFP (B, D, F, H, J, L) を導入したシロイヌナズナ
を 0.1 mM (A, B, E, F, I, J) または 3 mMアンモニウム (C, D, G, H, K, L) と 10 μM 硝酸を窒素源とし、 播種後 6週間栽培



























































ンモニウムとグルタミンの濃度に対する GLN1;2 と GLN1;3の
遺伝子破壊の効果
(A) 根と地上部の アンモニウム濃度、 (B) グルタミン濃度。
低濃度 (0.1 mM) または高濃度 (3 mM) のアンモニウムと 10 
μM 硝酸を窒素源とし、 野生型 (Col-0)および変異体を播
種後 6週間水耕栽培した。 根と地上部のアンモニウムとグ
ルタミンの濃度を UPLCで測定した。 平均±標準偏差 (n 
= 3 ) を示す。 *は、 野生型を基準としたときの有意差を、
^は、 gln1;2-1 と gln1;2:gln1;3を比較したときの有意差を示




































GLN1;2 と GLN1;3 の遺伝子破壊の効果
導管液採取法 (A) 。 導管液のアンモニウム濃度 (B)、 グル
タミン濃度 (C)。 植物体を 2 mM 硝酸アンモニウムを窒素源
とした水耕液で播種後 6 週間栽培した。 その後、 窒素源を
除いた水耕液で 3 日間窒素飢餓処理し、 0.1 mM または 3 
mM アンモニウムと 10 μM 硝酸を含む水耕液を供与した。
窒素再供与後、 24 時間後にカミソリで胚軸を切った。 切断
した胚軸に長さ約 1 cm、 内径 1 mm または 1.5 mm のシリコ
ンチューブをかぶせ、 20 から 30 分間に切断面から染み出
た液を導管液として採取した。 アンモニウムとグルタミンの濃
度は UPLC で定量した。 平均 ± 標準偏差 (n = 4 ) を示す。
* は、 野生型を基準としたときの有意差を、 ^ は、 gln1;2-1
と gln1;2:gln1;3 を比較したときの有意差を示す (One-way 


































































Fig. 12 gln1;1単変異体と gln1;1, gln1;2, gln1;3多重変異体
の単離
(A) GLN1;1遺伝子への T-DNAの挿入部位。 T-DNAの挿
入をホモに固定した 1系統の GLN1;1単変異体を gln1;1-4
と名付けた。 (B) RT-PCR法による野生型および変異体の
GLN遺伝子の発現解析。 (C) 根のGS に対する抗 GS 抗体
を用いたウエスタンブロット解析。RT-PCR解析には、 0.1 
mMアンモニウムを主要な窒素源として栽培した植物の根を

















































A Fig. 13 生育に対する GLN1;1, GLN1;2, GLN1;3の単および
多重遺伝子破壊の効果
(A) アンモニウムを主要な窒素源としたときの野生型と変異
体の生育、 (B) 根と地上部の新鮮重量。 低濃度 (0.1 mM) 
または高濃度 (3 mM) のアンモニウムを主要な窒素源とし、
植物体を播種後 6週間水耕栽培した。 平均±標準偏差 
(n = 12) を示す。 アンモニウム濃度ごとに野生型と変異体の
を比較し、 有意差検定を行った (One-way ANOVA, 














































































Fig. 14 アンモニウムとグルタミンの濃度に対する GLN1;1, 
GLN1;2, GLN1;3の単および多重遺伝子破壊の効果
(A) 根と地上部の アンモニウム濃度、 (B) グルタミン濃度。
低濃度 (0.1 mM) または高濃度 (3 mM) のアンモニウムと 10 
μM 硝酸を窒素源とし、 植物体を播種後 6週間栽培した。
地上部と根のアンモニウムとグルタミンの濃度を UPLCで測
定した。 バーは平均±標準偏差 (n = 3) を示す。 アンモニ
ウム濃度ごとに野生型と変異体を比較し、 有意差検定を行っ
た (One-way ANOVA, Bonferroni, P < 0.05)。。
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Fig.15 低または高アンモニウム条件における GLN1;1 と GLN1;4の根の組織分布
GLN1;1プロモータ ::GFP (A, C, E, G, I, K) または GLN1;4プロモータ ::GFP (B, D, F, H, J, L) を導入したシロイヌナズナ
を 0.1 mM (A, B, E, F, I, J) または 3 mMアンモニウム (C, D, G, H, K, L) と 10 μM 硝酸を窒素源とし、 播種後 6週間栽培





GLN1分子種を緑色の楕円で示し、 矢印の太さでアンモニウム同化に対する各組織の GLN1の貢献度を示した。 Yuan
ら (2007) を参考に、 低窒素条件でアンモニウム輸送の 95%以上を担う、 アンモニウム輸送担体 (AMT) の組織局在を
紫色の円で示した。 GLN1;1、 GLN1;2は、 表皮 ・皮層 ・内皮で AMTを介して吸収されたアンモニウムを同化する。





























































GLN1;2は、 成熟部の皮層、 伸長部の表皮でアンモニウムを同化し、 50%程度の貢献を示す。
GLN1;1は成熟部の表皮でアンモニウムを同化し、 25%程度の貢献を示す。 GLN1:3は内鞘でアンモニウムを同化し、
導管輸送に供するグルタミンを合成する。 実線はアポプラスト輸送を示し、 破線はシンプラスト輸送を示す。
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